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1. BEVEZETÉS  
 
A colitis ulcerosa (CU) és a Crohn-betegség (CD) krónikus gyulladásos 
bélbetegségek, melyek mintegy 2,2 millió embert érintenek Európában. Az utóbbi években 
egyre több a bizonyíték, hogy genetikai tényezőkön túl luminális faktorok is szerepet 
játszanak a vastagbélgyulladás kiváltásában, különösen CU esetén. A megváltozott tight 
junction működés kimutatható a colon epitheliumban aktív CD esetében, míg inaktív Crohn-
betegekben a fokozott intestinális permeabilitás előre jelzi a relapszusokat. CU betegekben 
bizonyították, hogy a kórkép súlyossága korrelál az intesztinális permeabilitásfokozódással, 
és a megfelelő kezelés helyreállítja a bélpermeabilitást ezen betegcsoportban. A fokozott 
bélpermeabilitás segítheti a luminális komponensek, így a baktériumok penetrációját a 
mucosába, majd az ezekre adott abnormális immunválasz neutrophil granulocyta 
infiltrációhoz és citokin-vezérelt gyulladáshoz vezet. 
A CU akut fázisára jellemző a colon mucosa károsodása és a leukocyták, köztük 
nagyszámú neutrophil granulocyta jelenléte a szövetsérülés helyén. A cathepsin-G (Cat-G) 
egy szerin-proteáz, mely a neutrophil granulocyták azurophil granulumainak kb. 20%-át tölti 
ki, és aktiválni képes a proteináz aktivált receptor (PAR)-4-et. A PAR-ok olyan 7-
transzmembrán G-protein-kapcsolt receptorok, melyeket a szerin-proteázok az N-terminális 
domén hasítása révén aktiválnak, és fontos szerepet játszanak a gasztrointesztinális élettanban 
és kórélettanban. Jelenleg négyféle PAR ismert, a PAR-1, 2, 3 és 4, melyek ligandprofilja 
különböző: a PAR-1, 3 és 4 trombin receptorok, míg a PAR-2-t és 4-et a tripszin aktiválja. A 
PAR-1-et, 2-t és 4-et szintetikus, ún. aktiváló peptidek (PAR-AP) is működésbe hozzák. A 
PAR-2 aktiváció fokozza patkányban a vastagbél permeábilitását és gyulladást provokál, 
valamint CU betegek colon biopsziáiban expressziója fokozott a kontrollokéhoz viszonyítva. 
A PAR-4 patkány vastagbélben kimutathatóan jelen van, és friss eredmények alapján CU 
betegekből származó magas Cat-G tartalmú széklet felülúszó fokozza a vastagbél 
permeábilitást egérben in vitro és PAR-4 mediálta bélgyulladást provokál in vivo.  
A hasi fájdalom és diszkomfort mind IBS-ben, mind IBD-ben szenvedő betegek 
jellemző tünete. A ballondisztenzióval kimutatott rectalis mechanikus hiperszenzitivitás IBS-
ben szenvedő betegeken 1973 óta ismert. Az utóbbi évtizedben azonban kiderült, hogy az 
IBD-ben szenvedőknél rectalis hiperszenzivitás nincs jelen. A PAR-ok a zsigeri fájdalom 
kiváltásának mechanizmusában is szerepet játszanak, és a közelmúltban kimutatták, hogy a 
PAR-2 agonista vastagbélbe történő infúziója (ic.) a bél disztenziója által kiváltott colorectális 
hiperszenzitivitást provokál patkányban. Kezdeti klinikai eredmények alapján az emelkedett 
luminalis szerin-proteáz aktivitás szerepet játszhat a diarrhea-predomináns irritábilis bél 
szindróma (IBS-D) pathogenezisében: IBS-D-ben szenvedő betegek széklet felülúszója 
egérbélbe infundálva hiperszenzitivitást eredményez a PAR-2 aktivációja révén. Ugyanakkor 
más PAR-ok ellentétes hatásúak, pl. a PAR-1 vagy PAR-4 agonista intraplantáris injekciója 
analgetikus hatású mind mechanikus, mind termális stimulusokra. A PAR-4-et a colon 
epithelium mellett hátsó gyöki ganglion neuronokban (DRG) is kimutatták, ahol aktivációja 
feltehetőleg gátolja a nociceptív jelátvitelt. A PAR-ok az immunrendszer számos sejtjén 
megtalálhatóak, ahol aktivációjuk befolyásolja a citokinek felszabadulását, így szerepet 
játszhatnak a viszcerális szenzitivitás modulálásában. 
 
2. CÉLKITŰZÉSEK 
 
1) A Cat-G és proteáz aktivitás mérése CU és IBS-D betegek és egészséges kontroll 
személyek székletében. 
2) Annak vizsgálata, hogy az CU betegek széklet felülúszója megváltoztatja-e a 
vastagbél paracelluláris permeábilitását egérben in vivo, és hogy ez a hatás Cat-G vagy 
PAR-4-agonista adásával reprodukálható-e. 
3) Annak tisztázása, hogy az CU betegekből származó széklet felülúszó, a PAR-4-
agonista vagy a Cat-G képes-e vastagbélgyulladást kiváltani egér modellben.  
4) A myosin-könnyűlánc-kináz (MLCK) aktiváció szerepének vizsgálata a CU betegek 
széklet felülúszójának vastagbél permeábilitásra és gyulladásra kifejtett hatásában.  
5) Annak vizsgálata, hogy a CU betegek széklet felülúszója befolyásolja-e a colorectalis 
mechanikai szenzitivitást egérben, és ez a hatás Cat-G vagy PAR-4-agonista adásával 
reprodukálható-e. A fenti mechanizmusban részt vevő receptorok lokalizálása. 
6) Annak vizsgálata, hogy a PAR-4 szerepet játszik-e az IBS-D-ben szenvedő betegektől 
származó széklet felülúszó ic. infúziója által kiváltott viszcerális hiperszenzitivitásban, 
és ez a hiperszenzitivitás ellensúlyozható-e Cat-G-vel történő PAR-4 aktivációval. 
7) A PAR-4-agonista hatásának vizsgálata két viszcerális hyperszenzitivitás modellben 
egérben: gyulladásos (2,4,6-trinitrobenzén szulfonsav, TNBS) és nem gyulladásos 
körülmények között  (water avoidance stress, WAS) egyaránt. 
 3. MÓDSZEREK 
 
Humán vizsgálatok 
 
CU (férfi/nő: 13/10, átlagéletkor: 44 év) és IBS-D betegek (férfi/nő: 3/8, átlagéletkor: 
53 év) illetve egészséges önkéntesek (férfi/nő: 4/7, átlagéletkor: 44 év) székletmintáinak 
vizsgálata történt. A széklet felülúszók teljes szerin-proteáz és Cat-G aktivitását mértük 
enzimatikus módszerrel.  
 
CU betegektől származó széklet felülúszó hatása a colon permeabilitására és 
gyulladására 
 
A további kísérletek egérmodellben történtek. A CU betegek széklet felülúszójának 
(előkezeletlen vagy specifikus Cat-G inhibitorral előkezelt formában), PAR-4 aktiváló peptid 
(PAR-4-AP, AYPGKF-NH2) vagy Cat-G colonba történő perfúzióját követően a colon 
myeloperoxidáz (MPO) aktivitását és a vastagbél paracelluláris permeábilitását mértük. A 
myozin könnyűlánc-kináz (MLCK) pathogenetikai szerepének vizsgálatára az MLCK 
specifikus inhibitorát, ML-7-et használtunk. A vastagbél paracelluláris permeábilitásának 
mérését 51Cr-EDTA-val végeztük.  
 
CU és IBS-D betegektől származó széklet felülúszó hatása a viszcerális szenzitivitásra 
 
A viszcerális hiperszenzitivitás indikátoraként colorectalis ballondisztenzióra (CRD) 
kialakult EMG választ detektáltunk a hasfalban rögzített elektródok segítségével a következő 
oldatok intracolonikus (ic.) infúzióját követően: UC, IBS-D betegek és kontroll egyének 
széklet felülúszója, PAR-4-AP vagy Cat-G. A nociceptív választ CU betegek széklet 
felülúszójának pepducin (PAR-4-antagonista, P4pal-10) előkezelését illetve antiproteázokkal 
vagy Cat-G inhibitorral történő preinkubációt követően is vizsgáltuk. 
 
 
 
A PAR-4 hatásmechanizmusának vizsgálata a viszcerális szenzitivitásra élettani 
körülmények között és két különbözó hiperszenzivitási modellben 
 
Az egerek PAR-4-AP-vel vagy oldószerével intraperitonális (ip.) illetve ic. előkezelést 
kaptak a CRD-t megelőzően. Egy másik csoport esetében a PAR-4-AP ic. infúzióját 2,4,6-
triaminopyrimidinnel (TAP), egy kémiai tight junction blokkolóval vagy vivőanyagával 
kombináltuk. SCID egereket vizsgáltunk a lymphocyták szerepének tisztázására az 
antihyperalgesiás effektus kialakulásában. PAR-4-AP (ic.) és PAR-4-antagonista (ip.) hatását 
teszteltük kétféle viszcerális hiperszenzitivitási modellben, stress (WAS) modellben és enyhe 
akut TNBS colitis modellben, miközben mértük a széklet Cat-G aktivitását. A spinális 
neuronaktivációt kimutató Fos protein expressziót immunohisztokémiai vizsgálattal 
detektáltuk CRD-t követően oldószerrel vagy PAR-4-AP-vel ic. előkezelt állatokban. 
 
5. EREDMÉNYEK 
 
A széklet szerin-proteáz aktivitása emelkedett CU és IBS-D betegekben a kontroll 
csoporthoz viszonyítva. A Cat-G aktivitás csak a CU betegek székletmintáiban emelkedett, 
IBS-D esetében nem. CU betegek széklet felülúszója, a Cat-G és a PAR-4-AP egyaránt 
fokozza a vastagbél paracelluláris permeabilitását és MPO aktivitását egér modellben. A Cat-
G által triggerelt paracelluláris permeabilitás fokozódás blokkolható ML-7 adásával, továbbá 
a Cat-G által fokozott MPO aktivitás is csökken ML-7 adása mellett. A CU betegekből 
származó mintákkal végzett vizsgálatok során az IBS-D betegekből származó felülúszók 
viszcerális hiperszenzitivitást okozó hatásával ellentétben, a CU felülúszók vastagbél 
hiposzenzitivitást okoznak, mely hatás PAR-4-AP vagy Cat-G adásával is előidézhető. A CU 
felülúszók által indukált hipoalgesia gátolható antiproteáz koktél adásával. A CU széklet 
felülúszó infúziója melletti PAR-4 blokád vagy Cat-G gátlás az IBS-D felülúszók adásához 
hasonló vastagbél hiperszenzitivitást vált ki.  Cat-G IBS-D felülúszóval történő együtt adása 
kivédi az IBS-D felülúszó nociceptív hatását. A PAR-4-AP antinociceptív hatása nem 
jelentkezik ip. adás esetén vagy vastagbél epitheliális tight junction blokád mellett. CRD 
indukálta spinális Fos expresszió növekedés csökkenthető PAR-4-AP adásával. PAR-4-AP 
antinociceptív hatású mindkét hyperalgesia modellben és lymphocyta depletált állatokban is.  
A PAR-4-antagonista adása szignifikánsan növeli a TNBS colitis esetén a vastagbél 
hyperalgesiát, míg WAS modellben ez a hatás nem jelentkezik. 
6. ÚJ MEGÁLLAPÍTÁSOK, KÖVETKEZTETÉSEK 
 
 
1. A széklet Cat-G szint emelkedett CU betegek székletmintáiban, míg IBS-D 
betegekben ez az eltérés nem tapasztalható.  
2. A CU betegekből származó széklet felülúszó intracolonicus infúziója egerekben 
fokozza a colon paracelluláris permeabilitását in vivo. A paracelluláris permeabilitás 
fokozódását a széklet felülúszó Cat-G tartalma provokálja PAR-4 aktiváció 
közvetítésével. 
3. A CU betegekből származó széklet felülúszója a vastagbélben gyulladásos folyamatot 
vált ki a beadás kezdetétől számított 4 órán belül, mely a Cat-G által kiváltott PAR-4 
aktivációval magyarázható.  
4. A gyulladásos folyamat kialakulásának fontos lépcsője a CU betegek széklet 
felülúszójának infúziója okozta myosin-könnyűlánc-kináz (MLCK) aktiváció a 
vastagbél nyálkahártyán, mely paracelluláris permeabilitás-fokozódáshoz vezet. 
5.  A CU betegektől származó, magas Cat-G tartalmú széklet felülúszó egerekben 
viszcerális hiposzenzitivitást vált ki a PAR-4 aktivációja révén.  
6. A PAR-4 aktiváció nem játszik szerepet az IBS-D-ben szenvedők széklet felülúszója 
által kiváltott viszcerális hiperszenzitivitásban, és a PAR-4-et aktiváló Cat-G 
hozzáadása révén ez a hiperszenzitivitás ellensúlyozható. 
7. A PAR-4-AP viszcerális antinociceptiv hatása a lymphocytáktól független és a 
vastagbélben helyileg alakul ki. 
8. A PAR-4-AP kiváltotta intracolonicus PAR-4 aktiváció antihyperalgesiás hatású 
kétféle viszcerális hiperszenzitivitási modellben, a water avoidance stress modellben 
és az akut TNBS colitis modellben.  
9. A TNBS indukálta colitis modellben endogén PAR-4 aktiváció mutatható ki, mely 
antinociceptív hatású, és a WAS modellben nincs jelen. 
 
Eredményeink arra engednek következtetni, hogy luminális faktorok, mint a PAR-4 és a 
Cat-G proinflammatorikus szerepet tölthetnek be a CU pathogenezisében. Eredményeink arra 
is utalnak, hogy ez a hatás összefügg a vastagbél paracelluláris permeábilitásának 
fokozódásával. A hasonlóan emelkedett szerin-proteáz aktivitás ellenére az IBS-D és CU 
betegek felülúszói ellentétes, viszcerális pro- és antinociceptív hatást fejtenek ki 
egérmodellben. A CU széklet felülúszók viscerális hiposzenzitivitást okozó hatása Cat-G által 
triggerelt, PAR-4 által mediált folyamat lehet, mely ellensúlyozhatja a szimultán PAR-2 
aktiváció pronociceptív hatását. Eredményeink alapján feltételezzük, hogy colitisben endogén 
PAR-4 aktiváció van jelen, mely ellensúlyozza a gyulladás által kiváltott vastagbél 
hyperalgesiát. 
      
 
 
1. ábra. A PAR-2 és 4 viszcerális szenzitivitásban játszott szerepének sematikus 
ábrázolása. Egészséges személyekben észlelhető alapszintű szerin-proteáz aktivitás 
kisfokú, egyensúlyi helyzetet teremtő PAR-2 és 4 aktivációt tart fenn. IBS-D-ben azonban 
a magas szerin-proteáz aktivitás aktiválja a PAR-2-t, mely viszcerális hiperszenzitivitáshoz 
vezet. Ezzel ellentétben a CU-ban szenvedők székletében található magas cathepsin-G 
(Cat-G) tartalom aktiválja a PAR-4-et, mely hiposzenzitivitást eredményez. A PAR-2-t 
aktiváló anyagok jelenlétére a CU betegek székletében akkor derül fény, ha a PAR-4-et 
vagy a Cat-G-t blokkoljuk, és viszcerális hiperszenzitivitás jelenik meg. Amennyiben Cat-
G-t adunk az infundálandó IBS-D széklet felülúszóhoz, annak pronociceptív hatása 
megszűnik. 
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